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論文内容要旨
研究目的
 視細胞桿体外節(RodOuterSegments:ROS)におけるレチノイドの異性化については,
 11-cis-retina1からa11-trans-retinalへの光異性化,リン脂質による11-cis-retina1からa11-
 trans-retina1への暗条件下での異性化の報告があり,これらについては,詳しい検討がなされ
 ている。しかしretinolの形での異性化については詳しい報告はない。11-cis-retino1はROSの
 光感受性の回復を阻害しROSに対して毒性があることが最近報告され,11-cis-retinolから
 a11-trans-retinolへの異性化が存在するならば,生体にとって意義のある反応であると考えられ
 る。そこで,ROSによる11-cis-retino1からan-trans-retinolへの暗条件下での異性化について
 の検討を行った。
 研究方法および結果
 ウシ網膜からROSを精製し,11-cis-re七ino1と反応させた。反応溶液から,ヘキサンを用いて
 re七ino1を抽出し,蛍光光度計を接続した高速液体クロマトグラフィーを用いて溶液中のretinoi
 を同定,定量した。すべての操作は暗室の赤色光下で行った。
 ROSにより,11-cis-retino1からall-trans-retino1への異性化が起こることが確認された。
 ROSを熱処理することにより,この異性化反応は抑制されることなく,むしろ促進され,既知
 の熱に不安定な視サイクル酵素の関与は否定された。a11-trans-re七ino1の生成は,11-cis-retino1
 の濃度およびROSの濃度の増加に伴って増加した。ROSによる11-cis-retinolからa11-trans-
 retinolへの異性化の最大反応速度は,78.7nmo1/min/mgproteinであり,これは,ROSの
 retinoldehydrogenaseでおこるa11-trans-retina1からall-trans-retinolへの変換速度に比し極
 めて速かった。
 11-cis-retino1からa11-trans-retino1への異性化反応に関与するROS中の分子を同定するため
 に,ROSの主成分であるロドプシンとリン脂質をそれぞれROSより精製し,ROSの代わりに
 11-cis-retinolと反応させたところ,ロドプシンによりa11一七rans-retino1への異性化が起こった。
 ロドプシンをオプシンの形に変えてもa11一七rans-retino1への異性化の活性は失われることなく,
 オプシンは光退色したROSとほぼ同等の異性化反応を起こし得た。一方,リン脂質は異性化反
 応を起こすことなく,オプシンによる11-cis-retinolからa11-trans-retino1への異性化を用量依
 存性に抑制した。ROSの単位膜を構成するリン脂質の中では,ファスファチジリセリンに最も
 強い抑制効果が認められ,生体内の濃度でも十分抑制し得ることが示された。
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 ROSを界面活性剤で処理して11-cis-retinolと反応させたものでは,all-trans-retinolの生成
 は約10%に減少した。これは,ROSの変性以外に界面活性剤による円板膜の可溶化により放出
 されたリン脂質が,異性化を抑制した可能性が考えられた。
 本異性化反応が,網膜色素上皮に貪食されたROS中の11-cis-retina1の再利用に関わる可能性
 を確かめるために,網膜色素上皮およびROSを用いて11-cis-retinalとの反応を試みたところ,
 a11-trans-retino1の生成が確認された。
 本研究により,11-cis-retinolからa11-trans-retinolへの異性化がROSにより生じ,この異性
 化反応の主体は,ROSの成分のうち,オプシンであることが明らかになった。本異性化反応は
 生体内において,ll-cis-retinolをa11-trans-retinolへ異性化ずることにりROSに対し毒性を示
 す11-cis-retino1を取り除くと共に,視サイクルにall-trans-retino1を供給する役割を担ってい
 る可能性がある。また,網膜色素上皮に貪食されたROSに含まれていた11-cis-retinalは,網膜
 色素上皮の酵素により11-cis-retino1に変換されるものと考えられるが,これを本反応により
 all-trans-retino1に変換し,レチノイドの貯蔵へ回すことにより有効に再利用する可能性も考え
 られた。
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 審査結果の要旨
 光を認識する最初の過程は視細胞外節に含まれる視物質が光エネルギーを吸収し,電気的な反
 応に変換することにある。この変換に際して働く物質が視物質と呼ばれ,桿体に含まれるロドプ
 シンがその役割をになっている。
 ロドプシンは光照射を受けた後,幾つかの中間体を経てオプシンとall一七rans-retina1に分離す
 る。all-trans-retina1はレチノール脱水素酵素の働きでa11-trans-retino1に変換され網膜色素上
 皮に移動する。網膜色素上皮では4っの視サイクル酵素の働きによってa11-transから11-cis-
 retinalへと変換される。4っの視サイクル酵素とはレシチン:レチノールアシル転移酵素,レ
 チニルエステル加水分解酵素,レチノール異性化酵素,レチノール脱水素酵素である。これらの
 過程で変換された11-cis-re七inaiは再び視細胞外節円板に運ばれオプシンと結合しロドプシンが
 再生される。これらの過程を視サイクルと呼ぶ。これらの過程のうちa11-trans-retinolから
 11-cis-retino1への酵素的な異性化が暗順応に最も重要であると考えられているが,非酵素的な
 異性化も起こることが知られており,本研究はこれら視細胞桿体外節による11-cis-re七inolから
 all-trans-retino1への暗条件下での異性化反応の性質を調べ視細胞桿体外節中のリン脂質および
 蛋白質成分の対応を検討したものである。
 その結果赤色光で視細胞桿体外節と11-cis-retino1を反応させたところ,a11一七rans-retinolへ
 の異性化反応が認められ,この反応は視細胞桿体外節が80℃の熱処理によっても抑制されなかっ
 た。さらに外節の主成分であるロドプシンとリン脂質を各々抽出し,異性化反応に関与する分子
 を検討したところ・ドプシンおよびオプシンは先の桿体外節と同様に異性化反応を惹起したが,
 リン脂質は反応を起こさなかった。リン脂質は逆にオプシンによる11-cis-re七inolからall-trans-
 retinolへの異性化反応を抑制し,特にフォスファチジルセリンが強い抑制効果を示すことを発
 見した。
 11-cis-retindは桿体外節の光受容感度の回復を阻害し,外節に対して毒性を持つと報告され
 ていたが,桿体外節特にロドプシンおよびオプシンが11-cis-retino1からa11-trans-retino1への
 異性化を進めることが本研究により発見され11-cis-retinolの桿体外節に対する毒性を弱める働
 きを持つことを示唆した重要な研究である。
 これらの研究は博士論文として十分価値のあるものである。予備審査により指摘された所見は
 十分検討されまとめられている。
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